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geranylgeranyl diphosphate (GGPP) が2種類のテルペン環化酵素によって2度の環化を受
けたのち、複数のシトクロムP450 (P450) と2-oxoglutarate依存性ジオキシゲナーゼ 




































(a) AusEとPrhAによるaustinolとparaherquoninの生合成。(b) preaustinol A1結合型PrhA







2. 天然物の骨格を決定する環化酵素: テルペン合成酵素 
天然物の中でも、 大の化合物群の一つとしてテルペノイドが知られている。テルペノ
イドは炭素原子が5つからなるイソプレン (C5) を基本単位とし、モノテルペノイド (C10)、
セスキテルペノイド (C15)、ジテルペノイド (C20)、セスタテルペノイド (C25)、トリテル


































(a) 微生物型クラスIモノ/セスキテルペン合成酵素 (PDB ID: 6KWJ)、(b) 植物型クラスIモ
ノ/セスキテルペン合成酵素 (PDB ID: ONG)、(c) 植物型クラスIIトリテルペン合成酵素、
及び微生物型ジテルペン合成酵素 (PDB ID: 3PYA)、(d) 植物型クラスIジテルペン合成酵



















































































squaleneの構造 (a) と結晶構造解析に用いられた2-azasqualene (squalene analogue) の
構造 (b)、及びSHCによる環化反応機構 (c) を示している。(c) のB: Hはプロトンを供給す









(a) oxidosqualeneの構造 (b) OSCがoxidosqualeneからlanosterolへと変換する反応。B: H
はOSCの触媒残基であるプロトン供与体を示す。転移するC10及びC15位のメチル基はそれ




















































質 (スターター基質) には、acyl CoAやCoumaroyl CoAなどの様々なCoA誘導体を利用す
ることができ、炭素鎖を伸長するためにロードされる基質は基本的にmalonyl CoAか
methylmalonyl CoAを利用している (図8a)。この他にも各モジュール内には修飾ドメイン
としてケトン還元酵素 (KR) ドメインや脱水酵素 (DH) ドメイン、エノイル還元酵素 
(ER) ドメインなどが存在し、これらの追加された修飾ドメインによってさらに化合物の骨
格を構築していく。また、骨格の構築が完了すれば、 終的にはチオエステラーゼ (TE) ド
メインによって伸長された基質がPKSから切り離される。このような複数のモジュールか
ら成るPKSはModular Type-I PKSと呼ばれている (図8b)。一方で、Type-I PKSには1つの























かmethylmalonyl CoAを利用している。(b) Type-I PKSのモジュールを構成するドメイン










ドメイン (C)、アデニル化ドメイン (A)、ペプチド運搬タンパク質ドメイン (PCP) の3つと
されている。アミノ酸をペプチドへと縮合する仕組みとしては、第一モジュール上のAドメ
インが基質選択性によって特定のアミノ酸と結合し、adenosine triphosphate (ATP) のア








































































































天然物の中には、共通してデカヒドロナフタレン (デカリン) 骨格を有する化合物群 (デカ
リン化合物) が確認されている。デカリン化合物は有用な生理活性を示すものが多く、メチ



































































生成される4種のデカリン骨格、つまり (6S,11R) もしくは (6R,11S) のtrans型のデカリ




































































































































って水分子へと変換され、鉄(IV)オキソポルフィリンπ-カチオンラジカル (compound I) を
















P450-P450還元酵素 (CPR) 融合型、その他の例外、に分類される38。 
ミクロソーム型P450は も典型的な還元系を構築しており、多くの真核生物の大部分で
利用されている系である。この系は、nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 




































図20 P450norの結晶構造 (PDB ID: 1XQD) と活性中心の構造 








































図21 P450camの結晶構造 (PDB ID: 2CPP) 
(a) aヘリックスは赤、bシートは黄、ループ構造は緑で示している。リガンド (camphar) と
ヘムは球体モデルで示している。(b) 6箇所のSRSはそれぞれ青、緑、黄、オレンジ、マゼン





図22 リガンドフリーのCYP46A1 (マゼンタ、PDB ID: 2Q9G) と基質アナログ結合型
CYP46A1 (シアン、PDB ID: 2Q9F) の結晶構造の比較 

















ンであるブラシノステロイド (BR) では、castasterone (CS) はBRとしての生理活性を示
すが、6-deoxoCSは活性が非常に弱い (活性型BRのbrassinolideに対して50分の1の活性) 
ことが知られている42,43。また、2,3-diepi-CSは高活性型BRのCSと比べて活性が低下して


































































図26 ブラシナゾール (BRZ) (a) と改良型BRZのBRZ22012 (b)、及びユカイゾール 








































































5-2. 2OGD の立体構造 
現在までに非常に多くの2OGDの立体構造が明らかにされている。2OGDはdouble 















ば、isopenicillin N合成酵素 (IPNS) の基質の結合にはC末端側に存在するaヘリックス構
造が関わっており、基質ポケットに対して「蓋」の働きをすることで、基質の結合と触媒部
位を溶媒から隔離する役割を果たしているが、taurin水酸化酵素のTauDのC末端側は基質






















は金属中心と被酸化部位 (C5) との間の距離は5.2 Å離れていたが、PrhAのV150L/A232S
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endo選択的なDA反応を触媒することでequisetinの持つ (6S, 11R) のデカリン骨格を構築
する酵素であるが、詳細な機能や触媒メカニズム、立体構造など、未だに明らかになってい
ない点が多く存在する。また、加藤らはequisetinの鏡像異性体と非常によく似た

















phomasetin生産菌は本来有するPhm7を利用して、青で示した (6R, 11S) のphomasetin型
のデカリン骨格を構築する。一方、Phm7とFsa2の遺伝子を置換したphomasetin生産菌で
は、赤で示した(6S, 11R) のequisetin型のデカリン骨格を構築する。 
 
結果・考察 
1-2. ⽣化学・構造⽣物学的な分析による DS の触媒部位の同定 
まず初めに、先行研究6によってFsaとPhm7がin vivoでデカリン骨格を作り分けること
が可能であることを示した図1-2の内容について、in vitroでも同様の実験結果が得られるか
を確認した。phomasetin生産能を持つPyrenochaetopsis sp. RK10-F058株 (phomasetin生
産菌) は特定の条件下で大量のphomasetinを生合成することから、Phm7遺伝子欠損株 








































(a) および (b) はFsa2とPhm7の全体構造を示している。立体構造の色とカラーバーの色は
それぞれのドメインを示しており、カラーバー下の数字はそれぞれのドメインを分けるア
ミノ酸残基の番号を示している。(c) および (d) はFsa2とPhm7のゲルろ過クロマトグラフ
ィーによる分析結果を示している。Fsa2とPhm7の分子量はそれぞれ42.0 kDaと41.7 kDa
である。灰色で示したクロマトグラムは標準タンパク質を含んだ溶液の分析結果で、aは排





































(a) と (b) はFsa2とPhm7の全体構造中におけるTrp残基の位置を示しており、保存された
Trpはスティックモデルで表示している。また、aヘリックス構造はシリンダーモデルで示






































































クトリの63 %と33 %を占めていた (図1-9c, d)。Phm7やFsa2がそれぞれの立体選択的な生
成物を与えることができる基質の結合ポーズを抽出すると、Phm7の活性部位では化合物1
のテトラミン酸が持つ2つの水酸基 (O3とO4) がそれぞれNドメイン上のS66とN84と、及
























(a), (b) MDシミュレーションで用いた化合物1及び基質6の構造 (c), (d) MDシミュレーショ
ンによって得られたトラジェクトリの中から、フォールド状態を形成しているトラジェク





















DFT計算で得られた二面角と近い値をとる傾向が見られた (図1-10a, b, c)。またFsa2では、
明確なフォールド状態のクラスターがあまり確認できなかったが、DFTの結果と同様に、




























(Phm7: E51、D53、S66、E82、K356、Fsa2: Q80, N346)、デカリン骨格が形成される関
わる炭素鎖領域との疎水的な相互作用 (Phm7: Y68、Y178、G217、W223、A230、L245、
L381、Fsa2: L47、V210、W216、S223、M238)、及びポリエン部分と芳香族アミノ酸との

















































































































































pET28bを使ってヒートショック法によりE. coli BL21(DE3) star株を形質転換した。形質
転換体は25 µg/mL kanamycin (Kana)を添加したLB寒天培地で37℃一晩培養した。翌日に
得られたコロニー1つを、25 µg/mL Kanaを含む30mLのLB培地が入った100 mLフラスコ
に入れ、37℃一晩培養した。得られた前培養液を、500 mLフラスコ中に入った25 µg/mL 
Kanaを含む100 mL TBに対し、100倍希釈で加え、37℃で振とう培養した。OD600が0.5に
達したら0.5 mM isopropyl-b-thiogalactopyranoside (IPTG) を添加し、18℃で24 h振とう培養
した。その後、培養液を4℃、6,640gの条件で遠心分離し、上清を破棄して菌体を回収した。 
Selenomethionine (SeMet) 誘導型Phm7 (SeMet-Phm7)の発現では、Phm7発現用ベク
ターのpET28bを使ってヒートショック法によりmethionine要求株のE. coli B834(DE3) 
株を形質転換した。形質転換体は25 µg/mL Kanaを添加したLB寒天培地で37℃一晩培養し
た。翌日に得られたコロニー1つを、25 µg/mL Kanaを含む10mLのLB培地が入った試験管
に接種し、37℃で培養した。培養液のOD600が0.5を超えたら、25 µg/mL Kanaと125 µg/mL 





Fsa2を発現させた菌体をbuffer A (50 mM Tris-HCl pH7.5、200 mM NaCl、10 %(v/v) 
glycerol) で懸濁し、0.5 mg/mL lysozymeと微量のDNaseIを添加して超音波破砕をした。
その後、38,900 g、4℃で30 min遠心分離して上清を回収した。さらに上清の遠心分離と回
収2回繰り返し、十分に粒子を除去した。得られた上清はHis-acceptカラムにアプライし5 
mM imidazoleと0.2 %(v/v) Tween20を添加したbuffer Aでカラムの洗浄をした。その後、
200 mM imidazoleを添加したbuffer Aで酵素を溶出させた。次に、buffer B1 (50 mM Tris-
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HCl pH8.0、10 %(v/v) glycerol、1.0 mM DTT) で酵素溶液を10倍希釈し、HiTrapQカラム
にアプライして酵素を吸着させた。その後、buffer B1 とbuffer B2 (50 mM Tris-HCl pH8.0、
10 %(v/v) glycerol、1.0 mM DTT、0.50 M NaCl) のグラジエントで溶出を行い、 後に
buffer AでSuperdex75 16/600カラムを用いてゲルろ過を行うことで精製した。精製したサ
ンプルはAmicon Ultra15を用いてbuffer C (50 mM Tris-HCl pH7.5、200 mM NaCl、5.0 
mM DTT) に置換し、終濃度30 mg/mLに調製して-80℃で保存した。 
Phm7を発現させた菌体はbuffer D (50 mM Tris-HCl pH7.5、500 mM NaCl、10 %(v/v) 
glycerol)で懸濁させ、Fsa2と同様に破砕と遠心分離を行なった。得られた上清はNi-NTA 
agaroseカラムにアプライし、5 mM imidazoleと0.2 %(v/v) Tween20を添加したbuffer Dで
カラムの第一洗浄をした。その後、第2洗浄を30 mM のimidazoleが添加されたbuffer Dで
行った。 後に200 mM imidazoleが添加されたbuffer Dで酵素を溶出した。溶出した酵素
は体積が10 mLになるまでAmicon Ultra15で濃縮を行った。その後、サンプル濃度をnano 
dropのprotein280のモードで測定し、総タンパク質1 mgに対してthrombineを0.5 U添加し
た。これをセロハンバッグに入れてbuffer E (50 mM Tris-HCl pH7.5、200 mM NaCl、
10 %(v/v) glycerol、20 mM imidazole) を用いて一晩4℃条件下で透析を行った。その後、
サンプルをNi-NTA agaroseカラムとBenzamidine sepharose 6Bカラムに順に通して未切
断の酵素とthrombinの除去を行った。次にResourceQカラムに酵素を吸着させた後、buffer 
B1とbuffer B2のグラジエントで酵素の溶出を行い、 後にSuperdex75 16/600カラムを用





Fsa2及びPhm7の結晶化は全て、酵素溶液とリザーバー溶液を1 µL : 1 µLで混合し、
sitting drop蒸気拡散法を用いて20℃で結晶化を行なった。野生型Phm7とSeMet誘導型
Phm7の結晶化は同様の手法で行なった。Fsa2は30 mg/mL 酵素溶液とリザーバー溶液A 
(0.10 M Bis-Tris-HCl pH7.0、26-29 %(w/v) PEG3,350) を混合し、3-5日程度で結晶化した。
Phm7は14 mg/mL の酵素溶液とリザーバーB (0.10 M Tris-HCl pH7.0、1.56-1.59 M 




まれた溶液へソーキングすることで調製した。ソーキングは20 mM Tris-HCl pH7.0、50 
 
 75 
mM NaCl、1.6 M AmSO4、10 %(v/v) glycerol、10 mM 化合物5、10 %(v/v) ethanol、










結晶は0.10 M Tris-HCl pH7.0、2.0 M AmSO4、25 %(v/v) glycerol、0.10 M NaClを含む溶
液で処理し、化合物5結合型Phm7の結晶は50 mM Tris-HCl pH7.0、2.0 M AmSO4、
















































した薬さじ (すり切れ1杯がおよそ100 µL程度の容量) で1杯とり、抽出buffer (20 mM Tris-
HCl pH7.5、10 mM NaCl、10 mM EDTA、1.0 %(v/v) Tween20、200 µM sinefungin、20 










用し、酵素反応はPhm7では8 min、Fsa2では1 hで実施した。その後、直ちに80 µLの
acetonitrile (MeCN) を添加してボルテックスをし、液体窒素で凍結して酵素反応を停止し
た。凍結させたサンプルは分析まで-80℃で保管した。 
次に凍結したサンプルを15℃で5 minインキュベートし、140,000 rpmで5 min遠心分離
を行い、上清をフィルター処理してUPLC用バイアルにアプライした。分析はAcquity 
UPLC (Waters) とBEH C18カラム; 2.1 x 100 mm, 1.7 mm (Waters) を用いて行い、A溶
液 (0.05 %(v/v/) formate-水溶液) とB溶液 (0.05 %(v/v) formate-MeCN溶液) のグラジエ
ント溶出で化合物を分離した。溶出プログラムは5 % B溶液を1 min、5-60 % B溶液のグラ
ジエントを1 min、60-100 % B溶液のグラジエントを4 min、100 % B溶液のグラジエント
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図2-6 各種リガンドのFo−Fc電子密度マップ (simulated annealing omit map) 
青いメッシュはマップを示しており、マップレベルは3.0 sで表示している。(a) はCHR、














































((22S)-22-OH CHR) を、オレンジは副生成物である22R水酸化物 ((22R)-22-OH CHR) を
示している。 (b) CRを基質とした場合の生成物の検出量を示している。CRが基質の場合は





















それぞれ(a) d28-CYP90B1、(b) Y112A、(c) M213A、(d) H385A、(e) d28-H1に対してCHR
を滴定した際の吸収スペクトルの変化を示している。(e) は結晶化に用いた変異体がd28-








それぞれ(a) d28-CYP90B1、(b) Y112A、(c) M213A、(d) H385A、(e) d28-H1に対してCR
を滴定した際の吸収スペクトルの変化を示している。(e) は結晶化に用いた変異体がd28-







  d28-CYP90B1(b) Y112A(c) M2123A(c) H385A(c) d28-H1(d) 
Kd [µM](a) 
CHR 0.10 469 9.5 −	 (e) 0.06 




































子 (pro-S H) とヘム鉄間の距離は3.5 Åで、pro-R位の水素原子 (pro-R H) とヘム鉄間の距








S H-ヘム鉄間とpro-R H-ヘム鉄間の距離はそれぞれ3.7 Åと5.2 Åで、pro-R Hは水酸化でき
ない距離に配置されており、pro-S Hのみが選択的に水酸化できることが推定された。SIT































































































CYP90B1におけるA構造 (a) とB構造 (b) を示している。それぞれの全体構造の色はCHR
結合型が緑、BRZ結合型が青、UCZ結合型が黄、HDOが赤を示している。各構造のN末端



























(a) CYP90B1のリガンドフリー状態の吸収スペクトル (青) とCHR結合型の吸収スペクト
ル (赤)。P450は、特定のリガンドが溶液中に存在しない場合は溶液級の水分子がヘム鉄に
配位し、417 nm付近に吸収の極大をもつ6配位低スピン状態となる。基質が結合した水分子








































































































































が導入されているため、形質転換体の培地には全て100 µg/mL ampcillin (Amp) と50 
µg/mL kanamycin (Kana) を添加した。形質転換体をLuria-Bertani (LB) 寒天培地に塗布
し、37℃で一晩静置培養した。得られたコロニー1つを用いてLB培地に植菌し、37℃で一晩
培養した。この前培養液を、0.5 mM e- aminolevulinic acid、0.2 %(w/v) glucose、1滴の消
泡剤SI を添加したTerrific Broth (TB) に、100倍希釈で添加し37℃で培養した。培養液の
OD600が1.0に達した時点で発現誘導物質として0.1 mM IPTG 、0.1 %(w/v) L-arabinose、1.0 
µg/mL chloramphenicolを添加し、25℃で48時間振とう培養した。その後、培養液を4℃、6,640g
の条件で遠心分離し、上清を破棄して菌体を回収した。菌体は-80 ℃で保存した。尚、TBは

















buffer (1.0 M Kpi pH7.4、10 %(v/v) Glycerol、1 mM dithiothreitol (DTT)) で懸濁したの
ち、pulse=30 %、output=2.5、2 min出力-1 min停止を3サイクルの条件で超音波破砕し、
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257,000 g、4℃で1 h超遠心分離を行った。上清を回収し、300 nm-600 nmの範囲で酸化型





















し て 破 砕 buffe (20 mM potassium phosphate buffer (KPi) pH 7.4 、 1 mM 
phenylmethanesulfonyl fluoride: PMSF) を加えて懸濁し、 終体積を100 mLにした。こ
れをpulse=30 %、output=4.0、2 min出力-1 minを6サイクルの条件で超音波破砕し、257,000 
g、4℃で1 h超遠心分離を行なった。その後、沈殿した膜画分を回収し、抽出buffer (20 mM 
KPi pH 7.4, 1.0 mM PMSF、10 %(v/v) glycerol、20 mM imidazole) で懸濁した。この懸
濁液に対して同じ体積の可溶化buffer (2.0 M KPi pH 7.4、1.0 mM PMSF、10 %(v/v) 
glycerol、20 mM imidazole) と微量の結晶DNaseIを加えて4℃において優しくスターラー
で撹拌することで可溶化を行なった。可溶化後の懸濁液は257,000 g、4℃で1 hの超遠心に
より分離し、その上清を回収した。0.45 µm フィルターで微粒子を除去後、Ni-NTA agarose
カラムに通し、担体体積の10倍量の洗浄buffer (50 mM KPi pH 7.4、300 mM NaCl、
10 %(v/v) glycerol、25 mM imidazole) で洗浄した後に、6倍量の溶出buffer (50 mM KPi 
pH 7.4、300 mM NaCl、10 %(v/v) glycerol、300 mM imidazole、1 mM DTT)で溶出させ
た。この試料をイオン交換A buffer (50 mM KPi pH 7.4、10 %(v/v) glycerol、2.0 mM DTT) 
で2倍以上希釈し、HiTrapSPカラムに吸着させた後に、イオン交換buffer Aとイオン交換
buffer B (50 mM KPi pH 7.4、10 %(v/v) glycerol、2.0 mM DTT、1.0 M NaCl) のグラジ
エント溶出を行なった。各フラクションをSDS-PAGEで分析し、純度の高いフラクション
を回収した。回収した試料はAmiconUltra15を用いて結晶化buffer A  (50 mM KPi pH 7.4、
300 mM NaCl、10 %(v/v) glycerol、2.0 mM DTT) もしくは結晶化buffer B  (50 mM KPi 







を1 µL : 1 µLで混合して20℃下で実施した。UCZ、BRZ、及びHDO結合型CYP90B1は結
晶化buffer Aに置換した試料で結晶化を行い、CHR結合型CYP90B1は結晶化buffer Bに置
換した試料を用いた。UCZ結合型について、位相決定に用いた結晶は10 mg/mL d28-
CYP90B1に0.4 mM UCZを添加し、これとリザーバー溶液A (0.26-0.28 M ギ酸Mg) を混
合することで作成した。高分解能のデータセットの収集にはリザーバー溶液B (0.20 M KCl、
0.40 M NaCl、22 %(w/v) polyethyleneglycol (PEG) 3,350) を混合して得られた結晶を用い
 
 108 
た。BRZ結合型は13 mg/mL d28-H1に0.52 mM BRZを添加し、リザーバー溶液C (0.90 M 
NaCl、0.10 M Na/K Pi pH 6.2、10 %(w/v) PEG8,000) を加えることで結晶化した。CHR
結合型は10 mg/mL d28-H1に対し、45 %(w/v) 2-hydroxypropyl-b- cyclodextrin (2HPBCD) 
溶液に溶解した30 mM CHR溶液を使って終濃度が1.0 mM CHRとなるように添加し、リザ
ーバー溶液D (0.10 M trisodium citrate-HCl pH 4.8) を加えて2週間蒸気拡散させることで
結晶を得た。HDO結合型の結晶は10 mg/mL d28- H1に対し、45 %(w/v) 2HPBCD溶液に溶
解した14 mM CHRを使って0.4 mM CHRを添加し、リザーバー溶液E (0.12M KCl、0.08 






保存した。UCZ結合型の結晶に用いたクライオプロテクタントの組成は50 mM KPi pH 7.4、
0.60 M NaCl、 0.30 M magnecium formate、30 %(v/v) glycerolで、BRZ結合型は0.10 M 
Na/K Pi pH 6.2、1.0 M NaCl、18 %(w/v) PEG8,000、30 %(v/v) glycerol、CHR結合型は
0.10 M trisodium citrate-HCl pH 4.8、50 mM KPi pH 7.4、0.20 M NaCl、0.2 M L-lysine-
HCl、1.0 mM CHR、1.2 %(w/v) 2HPBCD、30 %(v/v) glycerol、HDO結合型は25 mM KPi 
pH 7.4、25 mM sodium cacodylate-HCl pH 6.5、 80 mM KCl、0.23 M NaCl、1.5 %(w/v) 

























化型のソーレー帯 (417 nm) の吸収から算出されたモル吸光係数115 [cm-1・M-1]35を利用し
た。酵素試料を含んだ溶液を光路長1.0 cmの石英キュベットに1.0 mL入れ、分光光度計 (U-
3010、Hitachi) で測定した。分析条件は波長250-700 nmの範囲をスキャンスピード300 
nm/min、スリット0.5 nmで行った。酵素溶液の紫外可視吸収スペクトルは、酵素溶液に対
して基質を1.0 µL滴定するたびに測定を行なった。CHR及びCRは45 %(w/v) 2HPBCDを用
いて溶解させた。UCZとBRZの溶媒はジメチルスルホキシド (DMSO) を用いた。実験から






A = 2A∞L / {(L + Kd + P) + [(L + Kd + P)2 - 4 PL]1/2} 













変異体の発現は、各変異体の遺伝子が組み込まれたpET17bを用いてE. coli BL21(DE3) をヒ
ートショック法で形質転換した。その後順に、100 µg/mL Ampを含んだLB培地10 mL中で一
晩培養し、300 mL三角フラスコ中に入った100 µg/mL Amp、0.5 mM e-aminolevulinic acid、
0.2 %(w/v) glucoseを添加した100 mL TBに植菌してから3時間培養した。その後、0.10 mM 
IPTGと1.0 µg/mL Chloramphenicolを添加して発現誘導を行い、以降は25 ℃、72 h培養した。 
各変異体を発現させた菌体は遠心分離で回収し、0.5 mg/mL リゾチームを含んだbuffer 
(50 mM Tris-HCl、250 mM sucrose、0.5 mM ethylenediaminetetraacetate (EDTA)、0.1 mM DTT、
1 mM PMSF) で処理した。その後、沈殿物をbuffer E (20 mM KPi pH7.25、20 %(w/v) glycerol、








を混合させることで、CYP90B1の酵素反応を行なった。反応溶液は100 mM KPi pH7.25、25 
pmol/mL CYP90B1、0.1 U NADPH依存性P450還元酵素、25 µM CHRもしくはCRを含む組成





残渣をGC/MS (測定装置: GC-MS-QP2010 Ultra、Shimadzu、キャピラリーカラム: DB-1 MS (30 
m × 0.25 mm、0.25 µm film thickness、J&W Scientific) を用いて分析した。分析条件は以下の
通りである。カラム温度については180℃を1 min、これを20 ℃/min で280℃まで上昇させ、
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(a) solanine、(b) tomatine、及び (c) dioscinの構造。赤い部分はステロイド骨格を示す。 
現在までに、水谷らによってsolanine生合成の序盤を担う酵素群が同定されている。具
体的には、ジャガイモに蓄積されたcholesterol (CHR) を出発物質とし、CYP72A188 
(PGA2) による22位の水酸化、CYP72A208 (PGA1) による26位の水酸化、および2OGDフ
ァミリーに属する16DOXによる16位の水酸化を経て、16,22,26-triOH CHRが生産され、次
いでCYP88B1 (PGA3) の26位のアルデヒド化、およびアミノトランスフェラーゼ (PGA4) 























spirosolane骨格 (赤塗りされた骨格部分) で、pathway Bは現在報告されている生合成経路 






















で決定した。16DOX-2は非対称単位中に2分子 (chain A、chain B) 含まれていた (図3-4a)。
chain AとchainBはそれぞれの分子表面において、添加したZn2+を介して2OGDで見られる























 (a) 結晶化に用いた16DOX-2の配列の模式図 (b) ゲルろ過クロマトグラフィーによる
16DOX-2の分析結果。赤が16DOX-2で灰色が標準タンパク質溶液を示している。標準タン
パク質はウシ血清アルブミン (BSA: 66 kDa) と炭酸脱水素酵素 (29 kDa) を用いた。分析
にはHiLoad Superdex75 16/600 (GE Healthcare) を用いた。 
 
16DOX-2の全体構造としては、2OGDファミリーによく保存されているDouble 































































































































































ジャガイモ (S. chacoense) 由来16DOX-2の発現用プラスミドのpCold ProS2は神戸大
学大学院農学研究科の水谷正治准教授に提供して頂いた。このプラスミドを用いて大腸菌








凍結した菌体を解凍し、10 mM imidazoleと10 mM PMSFを添加したbuffer A (150 mM 
NaCl、50 mM Tirs-HCl pH7.5、10 %(v/v) Glycerol) で菌体を懸濁し、超音波処理した。
得られた懸濁液を38,900 g、4℃で30 min遠心分離して上清を回収した後、Ni-NTA agarose 
(Qiagen) カラムに入れ、上清に含まれる16DOX-2を担体へ結合させた。担体の体積の10倍
量 の 30 mM imidazole と 0.5 mM 4-(2-Aminoethyl)benzenesulfonyl Fluoride 




buffer B (100 mM NaCl、50 mM Tirs-HCl pH7.5、10 %(v/v) Glycerol、1 mM DTT) を用
いて4 ℃下で18 h透析処理した。Thrombinで消化した試料をNi-NTA agaroseに通すこと
で、未消化の試料と6His-Tagが付加したProS2-Tagを担体に結合させ、Tagが除去された
16DOX-2を素通り画分で回収した。得られた試料の塩濃度を下げるために、buffer C (50 
mM Tirs-HCl pH8.0、10 %(v/v) Glycerol、1 mM DTT) で希釈して、試料をイオン担体 
(HiTrapQ, GE Healthcare) へ結合させ、buffer Cと1.0 M NaClを含んだbuffer Cによるグ
ラジエントを利用して試料を溶出させた。 後に、1 mM DTTを含んだbuffer Aを用いてゲ
ルろ過クロマトグラフィーを行い、16DOX-2の精製を調製した。精製した試料はAmicon 
Ultra-15を用いて結晶化buffer (100 mM NaCl、50 mM Tirs-HCl pH7.5、2 mM DTT) へ
の置換と濃縮を行い、20もしくは25 mg/mL 16DOX-2溶液を調製した。タンパク質濃度は
Nano Drop (Thermo Scientific) による280 nmの吸光度の測定から算出された値を参考に
した。 
 
3-8. 結晶化.  
全ての結晶化はsitting蒸気拡散法を用いて実験を行い、各種リザーバー溶液とタンパク質
溶液を1 µL : 1 µLで混合して20℃下で結晶化を実施した。Zn-SAD用の結晶は以下の手順で
調製した。まず結晶化bufferに置換した16DOX-2溶液を25 mg/mLに調製し、10 mM 2OG、
7.0 mM ZnSO4、1.5 mM tomatidineを添加したタンパク質溶液Aを調製した。これとリザ
ーバー溶液A (0.15 M NH4Cl、27 %(w/v) PEG3,350) を混合し、1-2週間程度静置すること
で結晶を得た。一方で、同様の手法では基質ポケットにおけるtomatineの占有率が非常に
低いことが明らかとなっていたため、tomatine結合型の高分解能データセットを得るため
の結晶の調製を行なった。tomatine結合型の結晶は、タンパク質溶液B  (20 mg/mL 
16DOX-2、5.6 mM 2OG、5.6 mM ZnSO4) とリザーバー溶液B (0.2~0.3 M NaI、
13~18 %(w/v) PEG3,350) を混合し、1-2週間程度静置することによって基質フリーの
16DOX-2の結晶を調製した。その後、この結晶をソーキング溶液 (0.15 M NaI、30 %(w/v) 
PEG3,350、5 %(v/v) Glycerol、5.6 mM 2OG、5.6 mM ZnSO4、20 mM tomatine、5 %(v/v) 

























初期モデルはChem3D (ver.16.0) で構築し、Chem3DパッケージのMolecular Mechanics 
(MM) 2計算法を使って構造精密化した。さらに、作成した分子モデルファイルを使い、














Zn-SAD data tomatine-bond form
Data Collection
Beam source BL32XU (SPring-8) BL32XU (SPring-8)
Wavelength (Å) 1.282500 0.999994
Resolution range (Å) 45.54 - 1.74 (1.80 - 1.74) 47.33  - 1.83 (1.895  - 1.83)
Space group P21 21 21 P21 21 21
Unit cell parameters
     a, b, c (Å) a = 64.47, b = 90.83,  c = 105.27 a = 65.30, b = 90.10,  c = 106.15
     α, β, γ  (°) α = β = γ = 90 α = β = γ = 90
Total reflections 857126 (82980) 756279 (75184)
Unique reflections 64177 (6220) 55933 (5486)
Multiplicity 13.4 (13.3) 13.5 (13.7)
Completeness (%) 99.71 (98.59) 99.90 (99.98)
Mean I /sigma(I) 7.89 (1.11) 8.94 (1.53)
Wilson B-factor 14.74 19.97
Rmerge (%) 0.364 (1.548) 0.2531 (1.571)
Rmeas (%) 0.379 (1.609) 0.2633 (1.632)
CC 1/2 0.911 (0.606) 0.975 (0.638)
Refinment
Nunmber of reflections 55879 (5486)
R work / R free 0.2436 / 0.2874
Number of atoms 5641
     Protein 5028
     2OG 20
     Zn 6
     tomatine 82
     Other molecules 2
     Water 503
RMSD
     Bond lengths (Å) 0.006
     Bond angles (°) 0.90
Average B-factor
     Protein 24.64
     2OG 19.99
     Zn 25.09
     tomatine 34.85
     Other molecules 24.06
     Water 31.76
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